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【要約】 
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【目的】 
	 骨髄異形成症候群(MDS)は、遺伝子異常を持つ造血幹細胞に起因した clonal 
disease と定義されている。臨床的には血球減少、異形成と、それらに伴う血
球機能異常が特徴であり、数年の経過で急性骨髄性白血病へと進展し得る難治
性疾患である。しかし、疾患そのものがヘテロであり、適切なモデルマウスの
作成も困難であったことから、これまでその病態解明は進んでいなかった。 
	 近年、次世代シーケンサー等遺伝子変異解析技術の進歩により EZH2 や
ASXL1 等のポリコーム群関連遺伝子の機能喪失型変異と、TET2 や IDH1/2 等
の DNA メチル化関連遺伝子の機能喪失型変異が MDS 患者で共存することが
報告された。また、当研究室では近年、Tet2 と Ezh2 同時欠損マウスモデルは
それぞれの単独欠損マウスに比して早期に重症MDSを発症することを報告し
た。この病態の基盤には、Ezh2 欠損後、複数の造血系がん遺伝子が脱抑制（活
性化）すること、造血制御に関わる bivalent genes 等の遺伝子群が、Ezh2 のホ
モローグ分子である Ezh1 による代償機能により転写抑制が維持されることに
起因すると考えられた。一方で Tet2 の機能喪失型変異が MDS の病態進展に及
ぼす影響については未知の部分が多い。 
	 これらの知見をもとに本研究では、Tet2 の機能喪失による DNA メチル化異
常と Ezh2 機能喪失によるヒストン修飾変化の両エピゲノム異常の観点から
MDS の病態進展メカニズムを解明することを目的とした。 
 
【方法】 
	 Tet2 低発現マウスは胎生致死であるため、野生型 C57BL/6 (WT)マウス及び
Tet2 低発現マウス、Ezh2 単独欠損マウス、同時欠損(Tet2 は低発現)マウスの
胎児肝細胞を CD45.1 マウスに全身放射線照射を行った上で移植し、3-5 か月
後造血幹前駆細胞である LSK (Lineage-Sca-1+c-kit+)細胞をフローサイトメトリ
ーにて採取した。これを用いて Reduced Representation Bisulfite Sequence 
(RRBS)を行った。また、H3K27me3 のクロマチン免疫沈降シーケンス(ChIP-seq)、
DNA マイクロアレイのデータを併せ、DNA メチル化と遺伝子発現の関係性、
H3K27me3 修飾の変化の関係性について網羅的解析を行った。 
	 また、前述の移植マウスを 1 次移植マウスとし、このうち MDS を発症した
同時欠損マウスの骨髄細胞を、CD45.1 マウスに全身放射線照射を行った上で
二次移植した。移植後 3 週間から DNA メチル化阻害薬のひとつである
decitabine (DAC)を 0.3mg/kg/day 腹腔内投与し、3-6 週の治療期間後に LSK 細
胞を採取し、RRBS、DNA マイクロアレイのデータを併せ DNA メチル化解除
と遺伝子発現の関係性に関する網羅的解析を行った。 
 
【結果・考察】 
	 前述の報告に基づき、Tet2、Ezh2 同時欠損マウスの解析を行ったところ、
やはり同時欠損 MDS マウスは高度の異形を伴って重度の汎血球減少をきた
し、単独欠損マウスと比較して早期死亡することが示された。主な死因は造血
機能不全に伴う感染症と考えられた。 
	 RRBS の結果は、プロモーターを含む CpG アイランド(CGI)領域、non-CGI
のエンハンサー領域に分けて解析を行った。WT マウスとそれぞれの遺伝子欠
損マウスを比較した際に有意に DNA メチル化が変化する(p<0.05 かつ q<0.05)
領域を differentially methylated regions (DMR)と定義した。それぞれの単独欠損
マウスと同時欠損マウスにおける DMR のプロファイルは全く異なっており、
興味深いことに、Ezh2 単独欠損においても DNA メチル化異常が生じることが
示された。CGI 領域では、同時欠損マウスでのみ DNA メチル化の変化率が有
意に高値になり、エンハンサー領域では、Tet2 低発現細胞において DNA 高メ
チル化が認められた。同時欠損マウスにおいて高メチル化を示した
(Hyper-DMR)遺伝子群は、gene ontology 解析の結果、多くが転写因子や細胞分
化に関わる遺伝子であることがわかり、ヒトの MDS で高メチル化が指摘され
ている遺伝子群と多くオーバーラップしていることが確認され、MDS の病態
形成に深く関わっていることが示唆された。モチーフ解析の結果からも DNA
高メチル化は ETV1 や CEBP、RUNX1 等造血制御に関わる配列に有意に認め
られ、この結果からも本マウスモデルにおいて DNA 高メチル化は造血機能に
関わる遺伝子の発現制御に関わることが示唆された。 
	 次に、DNA メチル化と遺伝子発現の関係について解析を行った。DNA メチ
ル化と遺伝子発現とは、強い相関関係はないものの、造血制御に関与する
Gata2、Gata3、Bcor や Nr4a2 等一部の遺伝子群においては負の相関が認めら
れた。また、hyper-DMR 遺伝子群のみに注目してみると、同時欠損マウス LSK
細胞において遺伝子発現が有意に低下する傾向があった。このような結果は単
独欠損マウスでは認められていないことから、同時欠損 MDS マウスでのみ、
DNA 高メチル化と遺伝子発現低下に相関があることが証明された。 
	 相関を示した遺伝子群から NR4A2、GATA3 について、ヒトの健常骨髄サン
プル、MDS 患者骨髄サンプルを用いてパイロシークエンスを行い、メチル化
の差を観察したところ、マウスと同様に MDS 患者群において DNA 高メチル
化をきたしていた。また、MDS 患者の遺伝子発現データベースを解析したと
ころ、ヒトの MDS CD34 陽性細胞でも遺伝子発現が下がる傾向にあり、興味
深いことにEZH2の位置する 7番染色体長腕を欠如する患者群でより遺伝子発
現が低下する傾向が認められた。これらのことより、造血制御に関わる重要な
遺伝子群の挙動はヒトとマウスにおいて保存されており、本マウスモデルがヒ
トの病態形成過程をよく反映したものであることが示された。 
	 さらに、これまでの結果とヒストン修飾の関係性を探るため H3K27me3 の
ChIP-seq の結果と併せ解析を行った。WT マウスと比較して同時欠損マウスで
は予想通り H3K27me3 レベルが低下していた。一方で、WT マウスにおいて全
CGI と hyper-DMR に分類された CGI を比較すると、hyper-DMR に分類された
CGI における H3K27me3 修飾レベルが WT マウスにおいて有意に高いことが
示され、多くが PRC2 ターゲットであることが示された。次に、PRC2 標的遺
伝子を Ezh2 欠損により H3K27me3 レベルの低下する Ezh2 ターゲット、Ezh2
の相同遺伝子 Ezh1 の標的遺伝子であり Ezh2 欠損によっても H3K27me3 レベ
ルが保持される Ezh1 ターゲットに分けて解析を行った。発現レベル、
H3K27me3 レベル、DNA メチル化レベルを WT と比較した場合の変化率につ
いてそれぞれの標的遺伝子で比較してみると、Ezh2 ターゲットは Ezh1 ターゲ
ットと比較してDNA高メチル化の変化率が高い傾向が認められた。また、Ezh2
ターゲットでは H3K27me3 が低下しているにも関わらず全遺伝子群と比較す
ると遺伝子発現レベルの低下傾向が認められており、この遺伝子群の発現低下
には DNA 高メチル化が関与していることが示唆された。これらのことより、
Ezh2 標的遺伝子は、Ezh2 欠損 MDS の病態形成過程においてエピゲノム修飾
の切り替えが生じる主な標的遺伝子となりうるものと考えられた。 
	 これまでの結果より、ヒトとマウスの MDS で共通して DNA 高メチル化が
認められており、かつ遺伝子発現も MDS 群で低下傾向のある遺伝子群の中か
ら、近年造血幹細胞のレギュレーターとして報告されている Nr4a2 について
詳細に解析を行った。マウス赤白血病細胞株である MEL 細胞に Nr4a2 強制発
現し、同数の MEL 細胞と共培養したところ、コントロールの細胞と比較して
replating 活性が低くなっており、細胞増生が鈍くなった。同時欠損マウスの
MDS 細胞においては、MEL 細胞と同様に強制発現を行うと細胞がまったく増
生しなかった。アポトーシスアッセイでは、強い細胞死が引き起こされている
ことが示された。また、RT-PCR 法にて細胞周期に関わる遺伝子群の発現を調
べてみると、Nr4a2 強制発現を行った細胞群においてこれらの遺伝子群が高発
現しており、G1 依存性の細胞周期停止が MDS 細胞の増殖停止をきたすこと
が示された。これらのことより、Nr4a2の tumor suppressor としての機能が証
明され、本マウスモデルでの重要な DNA メチル化ターゲットのひとつになっ
ていることが証明された。 
	 最後に、MDS を発症した同時欠損マウスの骨髄細胞を二次移植し、DAC 投
与マウスとコントロール非投与群を観察した。このモデルマウスにおいては、
一時的に血小板数の著明な回復を認め一定の効果があることが示された。しか
し、survival は改善されなかった。二次移植マウスの RRBS の結果、CGI、エ
ンハンサーとも DAC 投与群で高メチル化が解除されていた。DNA メチル化、
遺伝子発現の主成分分析を行ったところ、DNA メチル化のプロファイルは、
WT から MDS へ進展する過程で変化し、さらに DAC 投与で WT に近づくこ
とが示された。一方で遺伝子発現も一次移植、二次移植 MDS で大きくプロフ
ァイルが変化したが、DAC 投与群ではやはり WT にプロファイルが近づいて
いた。しかし一次移植の MDS 群と同程度までの回復であり、完全に発現が戻
ることはなかった。したがって、DAC は DNA メチル化を広範に解除するもの
の、遺伝子発現への作用は部分的であり、効果が制限されることが示された。 
 
【結論】 
	 エピゲノム制御因子 Tet2 と Ezh2 の同時欠損は協調的にエピゲノムに作用し
MDS の病態形成を進展させることが示され、本研究で用いたマウスモデルは
ヒトの MDS の病態形成過程をよく反映したものであることが証明された。 
